Fundamental studies of milk exosomes Camelus dromedarius, Camelus bactrianus and hybrids from Kazakhstan [en russe] by Ryskalieva, A. et al.
© 2020  Al-Farabi Kazakh National University 
ISSN 1563-0218; eISSN 2617-7498                           Experimental Biology. №3 (84). 2020                                                            https://bb.kaznu.kz
62
МРНТИ 34.15.35                                                                         https://doi.org/10.26577/eb.2020.v84.i3.06
А. Рыскалиева1,2, З. Крупова3, C. Хенри4,  
Б. Файе5, Г.С. Конуспаева6* , П. Мартан1
1ИНРА, группа GABI, АгроПариТек, Университет Париж-Саклай, Франция, г. Жой-эн-Жосас 
2ТОО Научно-производственное предприятие Антиген, Казахстан, Алматинская область 
3Эксилон, Франция, г. Эланкур 
4ИНРА, MICALIS Институт, PAPPSO, Университет Париж-Саклай, Франция, г. Жой-эн-Жосас 
5СИРАД, группа SELMET, Франция, г. Монпелье 
6Казахский национальный университет имени аль-Фараби, Казахстан, г. Алматы,  
*е-mail: konuspayevags@hotmail.fr
ФУНДАМЕНТАЛЬНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ  
ЭКЗОСОМ МОЛОКА CAMELUS DROMEDARIUS,  
CAMELUS BACTRIANUS И ГИБРИДОВ КАЗАХСТАНА
Молоко содержит внеклеточные везикулы, которые высвобождаются клетками молочной 
железы и распознаются как новый механизм передачи информации от матери к новорожденному. 
В данном исследовании из молока C. dromedarius, C. bactrianus и гибридов Казахстана выделены 
внеклеточные везикулы с помощью оптимизированного ультрацентрифугирования в градиенте 
плотности. Везикулы визуализированы с помощью просвечивающей электронной микроскопии 
и охарактеризованы с использованием анализа отслеживания наночастиц. Очищенные 
внеклеточные везикулы имели гетерогенное распределение размером в диапазоне от 25 до 
170 нм в диаметре со средним выходом 9,5×108-4,2×1010 частиц на миллилитр молока. Сочетая 
классический и продвинутый протеомный подходы, проведен комплексный протеомный анализ 
везикул верблюжьего молока. Идентифицировано 1010 уникальных белков, участвующих в 
различных биологических процессах, включая большинство маркеров, связанных с маленькими 
везикулами. В результате внеклеточные везикулы верблюжьего молока обогащены экзосомными 
белками. Наиболее распространенные биологические процессы были связаны с процессами 
синтеза и секреции экзосом и в основном вовлечены в молекулярные функции, такие как поли 
РНК и АТФ-связывание, белковое связывание и структурная составляющая рибосомы.
Ключевые слова: верблюжье молоко, экзосомы, внеклеточные везикулы, протеом.
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Fundamental studies of milk exosomes Camelus dromedarius,  
Camelus bactrianus and hybrids from Kazakhstan
Milk contains extracellular vesicles that are released by udder cells and are recognized as a new 
mechanism for transmitting information from mother to newborn. In this study, extracellular vesicles 
were isolated from milk of C. dromedarius, C. bactrianus and hybrids from Kazakhstan using optimized 
density gradient ultracentrifugation. Vesicles were visualized using transmission electron microscopy 
and characterized using nanoparticle tracking analysis. The purified extracellular vesicles had a het-
erogeneous size distribution ranging from 25 to 170 nm in diameter with an average yield of 9.5*108 
– 4.2*1010 particles per milliliter of milk. Combining classical and advanced proteomic approaches, a 
comprehensive proteomic analysis of camel milk vesicles was carried out. One thousand ten (1010) 
unique proteins have been identified that are involved in various biological processes, including most 
markers associated with small vesicles. As a result, the extracellular vesicles of camel milk are enriched 
with exosomal proteins. The most common biological processes have been associated with the synthesis 
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and secretion of exosomes. They are mainly involved in molecular functions such as poly RNA and ATP 
binding, protein binding and structural constituent of the ribosomes.
Key words: camel milk, exosomes, extracellular vesicles, proteome.
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Қазақстанның Camelus dromedarius, Camelus bactrianus және  
гибридтер сүтінің экзосомаларын фундаменталды зерттеулері
Сүттің құрамында жасушадан тыс везикулалар болады, олар сүт бездерімен шығарады және 
анадан жаңа туылған нәрестеге ақпаратты берудің жаңа жолы механизмі ретінде танылуда. 
Бұл зерттеуде жасушадан тыс везикулалар тығыздық градиентті ультрацентрифуацияны 
қолдана отырып, Қазақстанның C. dromedarius, C. bactrianus және гибридтердің сүтінен 
бөлініп алынды. Везикулалар трансмиссиялық электронды микроскопия көмегімен бейнеленді 
және нанобөлшектерді бақылаудың көмегімен сипатталды. Тазартылған жасушадан тыс 
везикулалардың диаметрі 25-тен 170 нм-ге дейін аралықта табылды, олардың мөлшері 9,5*108-
4,2*1010 бөлшектер бір мл сүтінде кездеседі. Классикалық және протеомикалық тәсілдерді 
біріктіре отырып, түйе сүтінің везикулаларына кешенді протеомикалық анализ жасалды. 
Анализ барысында әр түрлі биологиялық процестерге қатысты 1010 түрлі белоктар анықталды, 
оның ішінде кішкентай везикулаларға байланысты әсіресе маркерлер көп. Нәтижесінде түйе 
сүтінің жасушадан тыс везикулалары экзосомалық белоктармен ерекше байытылған. Осындай 
белоктардың ішінде биологиялық процестер бойынша ең көп таралған белоктар экзосомалардың 
синтезі мен секрециясымен байланысты болды. Оның ішінде ерекше көп кездесетін поли РНҚ 
және АТФ байланыстыру, белок байланыстыру және рибосоманың құрылымдық құрамы сияқты 
молекулалық функцияларға қатысады. 
Түйін сөздер: түйе сүті, экзосомалар, жасушадан тыс везикулалар, протеом.
Сокращения и обозначения 
ЖХ-МС/МС – жидкостная хроматография 
с тандемной масс-спектрометрии, РНК – рибо-
нуклеиновая кислота, ГТФазы – на английском 
GTPases – большое семейство ферментов гидро-
лаз, которые связывают и гидролизуют гуано-
зинтрифосфат. 
Введение
Молоко является единственным источни-
ком питательных веществ для новорожденного 
и грудного ребенка, а также важным средством 
передачи иммунных компонентов от матери к 
новорожденному, иммунная система которо-
го только начинает свое становление. Молоко 
является сложной биологической жидкостью, в 
которой обнаружены надмолекулярные струк-
туры (мицеллы казеина и глобулы молочного 
жира) после минералов, витаминов и раство-
римых белков (белков молочной сыворотки). 
Молоко также является источником доставки 
молекул через экзосомы и/или микровезикулы, 
которые действуют на иммунную модуляцию 
новорожденных благодаря их специфическим 
белкам и генетическому материалу, несущие 
широкий спектр соединений с биологической 
активностью. РНК содержащаяся в этих везику-
лах может передаваться из одной клетки в дру-
гую посредством межклеточной коммуникации 
(Colombo, Raposo, and Théry 2014). По этой 
причине экзосомы считаются потенциальными 
носителями межклеточной коммуникации, спо-
собными передавать сообщения сигнальных 
молекул, нуклеиновых кислот и патогенных 
факторов (Kabani and Melki 2016). Если учесть, 
что внеклеточные везикулы, выделенные из 
молока, содержат микроРНК, то эти везику-
лы должны быть признаны в качестве другого 
важного биологически активного компонента 
молока, который может участвовать в переда-
че иммунных компонентов от матери к ново-
рожденному. Также такой переход микроРНК 
представляет собой источник факторов, потен-
циально ответственные за свойства, приписы-
ваемые молоку за его лечебные и терапевтиче-
ские свойства для здоровья потребителей. 
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Везикулы классифицируются в зависимо-
сти от субклеточных источников на три ос-
новных суб-типа: микровезикулы, экзосомы 
и апоптические тела. Экзосомы представляют 
наименьшую популяцию среди экзосом диаме-
тром от 30 до 150 нм (Hromada et al. 2017). Они 
образуются в виде прозрачных пузырьков вну-
три мультивезикулярных тел в эндосомальном 
компартменте во время созревания ранних, 
поздних эндосом и высвобождаются во вне-
клеточную среду при сливании этих компар-
тментов с плазматической мембраной (van der 
Pol et al. 2012). Связанные с мембраной транс-
мембранные белки и РНК избирательно вклю-
чаются во внутрипросветный пузырек эндове-
зикулярной эндосомы или в микровезикулы, 
отщепляющиеся от плазматической мембра-
ны. Найденные во всех биологических жидко-
стях экзосомы несут различное содержимое в 
зависимости от способа биогенеза, типа кле-
ток и физиологического состояния (Abels and 
Breakefield 2016). 
Таким образом, цель данного исследования 
была разработка методов выделения экзосом, 
получение фундаментальных представлений и 
характеристик экзосом верблюжьего молока C. 
dromedarius, C. bactrianus и гибридов Алматин-
ской, Туркестанской, Кызылординской и Атыра-
уской областей Казахстана.
Материлы и методы исследования
Забор проб верблюжьего молока по Казах-
стану
В общей сложности анализы включали 179 
образцов (Таблица 1), представляющие разно-
образие существующего в Казахстане верблю-
жьего молока. Основная цель данного забора 
проб – снизить факторы, отличающиеся между 
собой, чтобы максимально увидеть различия 
между видами животных: одногорбые (Camelus 
dromedarius), двугорбые (Camelus bactrianus) 
или их гибриды. По гибридам в основном при-
оритете были животные, полученные в ходе 
скрещивания в первом поколении – F1. Однако, 
в связи с нерегулярным учетом животных, в не-
которых случаях сложно было определить, явля-
ются ли животные результатом скрещивания в 
первом поколении. 
Все дойные верблюдицы находились между 
30 и 90 днем лактации. Образцы были собраны 
в 4 контрастных регионах страны: Алматинская, 
Туркестанская, Кызылординская и Атырауская 
области.
Таблица 1 – Забор проб верблюжьего молока по Казахстану
Область C. dromedarius C. bactrianus Гибрид Всего
Алматинская 20 13 1 34
Туркестанская 21 20 20 61
Кызылординская 16 18 20 54
Атырауская 8 21 1 30
Всего 65 72 42 179
Обезжиривание молока 
Образцы цельного верблюжьего молока обе-
зжировали путем центрифугирования (Beckman 
Coulter, Франция) при 3000 g в течение 30 минут 
при температуре 4°С для отделения жира от обе-
зжиренного молока. Образцы замораживаются 
при -80 ° C (жир) и -20 ° C (обезжиренное моло-
ко) до последующих анализов.
Экстракция внеклеточных везикул из вер-
блюжьего молока 
Образцы обезжиренного верблюжьего моло-
ка объемом 40-45 мл инкубировали при 37°С в 
течение 30 минут на водяной бане для усиления 
адсорбции свободного казеина на мицеллах ка-
зеина. Затем молоко подкисляли добавлением 
уксусной кислоты и для осаждения казеинов ин-
кубировали при 37°С в течение 5 минут. Нако-
нец, раствором ацетата натрия была проведена 
нейтрализация с последующим дополнительным 
инкубированием при комнатной температуре в 
течение 5 минут и центрифугированием при 1500 
gв течение 15 минут при 20°C (Beckman Coulter, 
Франция). После супернатант фильтровали с 
помощью стерилизованной вакуумной системы 
размером 0,22 мкм, отфильтрованную сыворот-
ку концентрировали центрифугированием при 
4000 g при 20°C с использованием ультрацен-
трифужных пробирок Amicon 1000K до полу-
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чения 3 мл конечного концентрата. Полученный 
ретентат подвергли ультрацентрифугированию 
для гранулирования внеклеточных везикул при 
33 000 g в течение 1 часа 10 минут при 4°C. За-
тем осадок суспендировали в 500 мкл раствора 
натрий-фосфатного буфера и добавляли к 11 мл 
градиенту сахарозы 5-40%. Далее полученную 
смесь ультрацентрифугировали при 34 000 g в 
течение 18 часов при 4°C. Всего было собрано 12 
фракций по 1 мл. Фракции, ранее продемонстри-
рованные как обогащенные экзосомами, суспен-
дировали в 50 мкл натрий-фосфатном буфера и 
хранили при -80 ° C до дальнейших анализов.
Просвечивающая электронная микроскопия 
(ПЭМ)
Внеклеточные везикулы анализировали на 
электронном микроскопе в виде целых пузырь-
ков нанесенных на медные/углеродные сетки в 
течение 5 минут, затем концентрировали в те-
чение 10 секунд в среде с 1% уранилацетатом. 
Сетки исследовали с помощью электронного 
микроскопа Hitachi HT7700 (Elexience, Фран-
ция) и изображения получали с помощью ка-
меры с дополнительным прибором зарядовой 
связью.
Анализ отслеживания наночастиц
Распределение размеров и концентрации 
внеклеточных везикул измеряли с помощью 
NanoSight (NS300) (Malvern Instruments Ltd., 
Малверн, Вустершир, Великобритания) в соот-
ветствии с инструкциями производителя. Моно-
хроматический лазерный луч при длине волны 
405 нм пропускали через разбавленную суспен-
зию везикул. Температура образца полностью 
программируется с помощью программного 
обеспечения NTA (версия 3.2 Dev Build 3.2.16). 
Было снято 30-секундное видео с частотой 30 
кадров в секунду и анализом движения частиц с 
помощью программного обеспечения NTA.
Электрофорез в полиакриламидном геле с 
додецилсульфатом натрия (SDS-PAGE) 
Фракции, потенциально содержащие вне-
клеточные везикулы, разгоняли на электрофо-
резе белков в полиакриламидном геле в при-
сутствии додецилсульфата натрия (SDS-PAGE) 
с использованием 4-15% предварительно под-
готовленных гелей Mini-PROTEAN® TGX™ 
(Bio-Rad, Франция). Образцы готовили с ис-
пользованием лизирующего буфера Лэммли 
с β-меркаптоэтанолом и денатурировали при 
100°C в течение 15 минут (Laemli, 1970). Раз-
деление проводили в вертикальном электро-
форезном аппарате (Bio-Rad, Франция). После 
электрофореза гели окрашивали реагентом кра-
сителем QuickStartTM Брэдфорд (Biorad) 1X и 
сканировали с помощью ImageScanner III (Epson 
ExpressionTM 10 000 XL, Швеция). 
Протеомный анализ
Для оценки концентрации общих внекле-
точных везикул был использован анализ белка 
Coomassie Brilliant Blue. Поглощение при 595 
нм измеряли с использованием спектрофотоме-
тра (Shimadzu, Япония). Стандартная эталонная 
кривая была сделана с коммерческим бычьим 
сывороточным альбумином 1 мг / мл (Thermo 
Fischer Scientific, США).
Восстановление дисульфидных мостиков 
белков инкубировали при 37°С в течение одно-
го часа с дитиотреитолом (Sigma, США), в то 
время как алкилирование свободных остатков 
цистеинила йодацетамидом (Sigma, США) при 
комнатной температуре в течение 45 минут в 
полной темноте. После того как кусочки геля 
были дважды промыты, сначала 100 мкл 50% 
ацетонитрила/50 мМ гидрокарбоната аммония, а 
затем 50 мкМ ацетонитрила, они были тщатель-
но высушены. Гидратацию проводили при 37°С 
в течение 12 часов с использованием расщепля-
ющего буфера 400 нг лизин-С протеазы + трип-
сина. При этом пептиды экстрагировали 50% 
ацетонитрил/0,5% трифторуксусной кислотой, а 
затем 100% ацетонитрилом. Пептидные раство-
ры сушили в концентраторе и растворяли в 70 
мкл 2% ацетонитрила в 0,08% трифторуксусной 
кислоте.
Идентификацию пептидов проводили с ис-
пользованием наносистемы RSLC UltiMate ™ 
3000 (Thermo Fisher Scientific, США), соединен-
ной с масс-спектрометром QExactive (Thermo 
Scientific Fisher, США).
Каждый образец вводили со скоростью по-
тока 20 мкл/мин и картридж с предварительной 
колонкой (C18 PepMap 100, 5 мкм, колонка: 300 
мкм x 5 мм). Колонка PepMap C18 (стационар-
ная фаза: RSLC PepMap 100, 2 мкм, колонка: 75 
мкм x 150 мм). Один прогон занимал 42 минуты, 
включая стадии регенерации и уравновешива-
ния при 98% B.
Пептид-ионы анализировали с использова-
нием Xcalibur 2.1, настроенной в режиме CID: 
1) полное сканирование MS в QExactive с раз-
решением 15000 (диапазон сканирования [m / 
z] = 300-1,600) и 2) 8 лучших в MS/МS исполь-
зует CID (35% энергии столкновения) в ионной 
ловушке. Анализируемые состояния нагрузки 
были установлены на 2-3, динамическое исклю-
чение – на 30 с, а порог интенсивности был уста-
новлен на 5,0 × 102.
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Необработанные данные были преоб-
разованы в mzXML с помощью MS convert 
(ProteoWizard версия 3.0.4601). Использовалась 
база данных UniProtKB Cetartiodactyla (157 113 
записей белков, версия 2015), в сочетании с ба-
зами данных о загрязнителях проводился по-
иск по алгоритму X! TandemPiledriver (версия 
2015.04.01.1) с помощью программного обе-
спечения X! TandemPipeline (версия 3.4), раз-
работанного платформой PAPPSO (http: http: //
pappso.inra.fr/bioinfo/). Белки были протестиро-
ваны с допуском по массе 10 ppm и допуском по 
массовому фрагменту 0,5 Да. Правила фермен-
тативного расщепления были установлены для 
расщепления трипсином («после R и K, если P 
не следует непосредственно после»), и не до-
пускались правила полуферментативного рас-
щепления. Окисление метиламина и метионина 
рассматривалось как потенциальная модифика-
ция с E-значением 0,05, E-значением белка -2,6 
и минимум двумя пептидами.
Биоинформатика и анализ функционального 
обогащения
Анализ функционального обогащения на эк-
зосомы, полученных из верблюжьего молока, 
был выполнен с использованием онлайн-про-
граммного обеспечения для аннотации генов 
«База данных для аннотаций, визуализации и 
комплексного обнаружения (DAVID)», версия 
6.8 (https://david.ncifcrf.gov/home.jsp/).
Результаты исследований
Экстракция внеклеточных везикул из вер-
блюжьего молока 
Внеклеточные везикулы или экзосомы мож-
но выделить различными методами: ультрацен-
трифугирование, фильтрацию, иммуноаффин-
ное выделение и техническую микрофлюидику 
(Witwer et al. 2013). При выборе метода уль-
трацентрифугирования основное руководство 
основывалось на степени чистоты и концен-
трации экзосом. Общие протоколы выделения 
экзосом из супернатантов клеточных культур 
и жидкостей организма включают стадии диф-
ференциального ультрацентрифугирования и 
дальнейшей очистки в градиенте плотности са-
харозы (Zonneveld et al. 2014). В настоящее вре-
мя доступны коммерчески производственные 
наборы для выделения экзосом; однако они не 
адаптированы для образцов молока, тем более 
такого экзотического вида молока как верблю-
жье. Выделение экзосом из молока осложняется 
составными компонентами молока, которые зна-
чительно разнятся у разных видов в зависимости 
от стадии лактации, физиологического состоя-
ния и состояния здоровья. 
В нашем исследовании для выделения экзо-
сом из молока верблюдиц был выполнен «золо-
той стандарт», включающий дифференциаль-
ное ультрацентрифугирование с градиентом по 
плотности сахарозы. Сначала дифференциаль-
ным ультрацентрифугированием смесь была 
очищена от молочного жира, клеток и «клеточ-
ного мусора». Добавленный в градиент сахарозы 
ресуспендированный осадок ультрацентрифуги-
ровали для его разделения и концентрации вне-
клеточных везикул. После полученные фракции, 
обогащенные экзосомами, были объединены от 
10 до 12.
Морфология экзосом выделенных из верблю-
жьего молока 
Метод, включающий дифференциальное 
ультрацентрифугирование с ультрацентрифу-
гированием в градиенте плотности, известен, 
как подходящий для эффективного выделения и 
очистки экзосом более высокого качества с ин-
тактной нативной морфологией (Yamada et al. 
2012). Чтобы визуализировать и охарактеризо-
вать морфологию и распределение по размерам 
молочных экзосом, нами проведены анализ про-
свечивающей электронной микроскопии и ана-
лиз отслеживания наночастиц. 
Во всех проанализированных пробах молока 
наблюдается высокое содержание гомогенной 
популяции внеклеточных везикул, обогащенных 
сферическими экзосомами, со средним выходом 
с 9,49 × 108 – 4,18 × 1010 частиц на миллилитр. 
Средние размеры везикул варьировались 
от 25 до 170 нм в диаметре. Классическая 
морфология внеклеточных везикул была отме-
чена без достоверных различий между образ-
цами C. dromedarius, C. bactrianus и гибридами 
(Рисунок 1).
Такие результаты подтверждают, выделе-
ние экзосом с высокой чистотой, более высоко-
го качества с интактными морфологическими 
структурами. На основании более ранних на-
блюдений, описанных для молока одногорбых 
верблюдиц (Yassin et al. 2016) и молока других 
видов, таких как коровье (Reinhardt et al. 2013), 
свиное (Chen et al. 2016), кобылье (Sedykh et al. 
2017) и грудное (Admyre et al. 2007), полученные 
характеристики для молока Camelus кажутся об-
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щими для внеклеточных везикул между видами. 
Таким образом, можно сделать вывод, что метод 
дифференциального ультрацентрифугирования 
с ультрацентрифугированием в градиенте плот-
ности сахарозы привел к эффективной и надеж-




Рисунок 1 – Репрезентативные электронные микрофотографии экзосом  
C. dromedarius, C. bactrianus и гибридов, полученных из верблюжьего молока.  
Шкала увеличения состояла из а) 1 мкм, б) 500 нм, в) 200 нм.
Углубленный протеомный анализ экзосом 
верблюжьего молока 
Специфический белковый состав позволяет 
охарактеризовать внеклеточные везикулы. Для 
идентификации белков экзосом верблюжьего 
молока были проведены обширные анализы, 
включающие разделение в одномерном гель 
электрофорезе, расщепление трипсином, ЖХ-
МС/МС (Exactive Q, Thermo Fisher Scientific, 
США) и работа с поиском в международных 
базах данных как было описано Ryskalieva et al, 
2018. 
В настоящее время в экзосомах грудного мо-
лока было идентифицировано в общей сложно-
сти 1 963 белка, а в экзосомах коровьего молока 
было описано 2 107 отдельных белков (Reinhardt 
et al. 2012). В ходе наших исследований в экзосо-
мах 15 проб верблюжьего молока (C. bactrianus, 
n = 5, C. dromedarius, n = 5, и гибридов, n = 5) 
было обнаружено в общей сложности 1 010 
функциональных групп белков. Среди них доля 
пептидов, общих для трех видов составляет 890 
белков, при том, что существуют определенное 
количество белков, различающих три вида, ко-
торые являются характерными для C. bactrianus 
– 31 белков, для C. dromedarius – 5 белков, а 
для гибридов – 12 белков. Используя базу дан-
ных UniprotKB по таксономии Cetartiodactyla 
(SwissProt + Tremor), белки были идентифици-
рованы как достоверно совпадающие с белками 
в базах данных белков Camelus (C. dromedarius, 
C. bactrianus и C. ferus), а также с другими ви-
дами млекопитающих, такими как Lama glama, 
Lama guanicoe, Bos taurus, Bos mutus, Sus scrofa и 
Ovis aries и другие (Ryskalieva et al, 2019). 
Протеомные исследования экзосом вер-
блюжьего молока в данной работе существен-
но шире по сравнению с трудами ранних работ 
по верблюжьему молоку. Ранее 391 функцио-
нальные группы белков были идентифициро-
ваны из 8 образцов верблюжьего молока с ис-
пользованием менее чувствительного ЖХ-МС/
МС (LTQ Orbitrap XLTM Discovery, Thermo 
Fisher Scientific) анализа, из которых 235 функ-
циональных групп выявлены общими для всех 
трех видов образцов: бактрианов, дромедаров и 
гибридов. Пока на данной стадии развития ис-
следований в данной области сложно утверж-
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дать какие из двух данных наиболее достовер-
ны. Прежде всего, хотелось бы дополнить, что 
большинство таких приборов, как анализатор Q 
Exactive (Q Exactive vs LTQ Orbitrap), с точки 
зрения чувствительности, значительно улучшил 
масс-спектрометры Orbitrap. 
Экзосомы – богатый источник потенциаль-
ных биомаркеров молока
Выделение экзосом из молока осложняется 
высоким содержанием липидов в молоке (Witwer 
et al. 2013). Липиды высвобождаются в молоке в 
виде жировых шариков эпителиальными клет-
ками молочной железы. Эти жировые шарики 
представляют собой капли липидов, окружен-
ные сложным трехслойным фосфолипидным 
белком, содержащим белки и гликопротеины, и, 
таким образом, представляют собой тип внекле-
точных везикул. Мембраны жировых шариков в 
значительной степени неоднородны по размеру, 
а их плавучая плотность отличается от плотно-
сти экзосом. Однако из-за их происхождения в 
плазматической мембране, везикулярной приро-
ды и высокого содержания в молоке, мембраны 
жировых глобул могут быть выделены вместе с 
другими популяциями внеклеточных везикул, 
присутствующими в молоке. Как и ожидалось, 
экзосомы верблюжьего молока в основном обо-
гащены белками мембран жировых глобул, свя-
занными с молоком, такими как синтаза жирных 
кислот, лактадгерином или белок мембраны 
жировых шариков молока, бутирофилин и ксан-
тиндегидрогеназа. Указанные белки: синтаза 
жирных кислот, лактадгерином или белок мем-
браны жировых шариков молока, бутирофилин 
являются отрицательными ко-стимулирующими 
молекулами, ингибирующими противоопухоле-
вые иммунные ответы, которые стали новыми 
целями в развитии исследований влияния рака и 
иммунотерапии (Kuhajda 2000).
Экзосомы верблюжьего молока высоко обо-
гащены повсеместными, клеточно-специфиче-
скими и цитозольными белками, включая белки, 
связанные с эндосомным путем, который был 
вовлечен в экзогеномный биогенез. Все попу-
ляции экзосом экспрессируются в избытке Rab 
ГТФазой, а именно таких как RAB1A, RAB11B, 
RAB5C, RAB18, RAB2A, RAB7A и RAB21. Rab 
ГТФаза являются ключевыми регуляторами 
внутриклеточного транспорта мембран, от обра-
зования транспортных пузырьков до их слитых 
мембран. Кроме того, экзосомы, полученные 
из верблюжьего молока, значительно обогаще-
ны определенными многофункциональными 
белками, такими как Alix -программируемая 
гибель клеток, взаимодействующий с 6 белка-
ми PDCD6IP и TSG101 – чувствительный 101 
ген к опухоли. Считается, что эти эндосомные 
сортировочные комплексы, необходимые для 
белковых компонентов транспорта (ESCRT) в 
процессе везикулярного транспорта, являются 
специфическим экзосомно-сегрегированным 
биомаркером во время его биогенеза (Samuel et 
al. 2017). Недавно стало известно, что синдекан-
синтенин-ALIX является важным регулятором 
мембранного транспорта и передачи сигналов 
с помощью гепарансульфата, который влияет 
на патологические процессы, включая рак, рас-
пространение прионов, воспаление, отложение 
амилоидов и нейродегенеративные заболевания 
(Baietti et al. 2012). Более того, белки HSP70 и 
HSP90, участвующие во врожденных иммунных 
реакциях и презентации антигенов, участвуют в 
протеинкиназах сигнальной трансдукции и 14-3-
3 белках, а также метаболические ферменты, та-
кие как пероксидазы, пируваткиназы и α-енолаза 
тоже были обнаружены среди белков экзосом 
верблюжьего молока. Белки клеточной мембра-
ны, такие как MHC I и MHC II, демонстрирущие 
природу анализируемых материалов, а также ту-
булин, актин и актин-связывающие белки были 
также высоко выражены в экзосомах верблю-
жьего молока.
Белки в протеоме многих препаратов экзо-
сомных мембран могут просто отражать содер-
жание белка в клетках, другие специфически 
обогащены экзосомами и поэтому могут быть 
определены как специфичные для экзосом мар-
керные белки. Помимо обеспечения питания для 
потомства, эти белки играют роль в межклеточ-
ной коммуникации посредством передачи био-
молекул между клетками. Однако в настоящее 
время неизвестно, происходят ли экзосомы, 
обнаруженные в молоке, из иммунных клеток 
поступающих и присутствующих в молоке, из 
эпителиальных клеток молочной железы, из 
циркулирующих клеток, поступающих из дру-
гих частей тела, или из видов бактерий, присут-
ствующих в молочной железе при легкой хро-
нической инфекции (например субклинический 
мастит).
Доступные протеомные исследования опре-
деляют специфические маркеры экзосом (мем-
бранные и цитозольные белки) и специфиче-
скую подгруппу клеточных белков, которые 
специфически нацелены на экзосомы, функции 
которых до сих пор остаются неизвестными. Это 
особенно интересно в связи с их возможным 
участием в заболеваниях человека. Знание экзо-
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сомной протеомики может помочь не только в 
их биологической роли, но также и в предостав-
лении новых биомаркеров (Raimondo et al. 2011). 
Среди наиболее важных белков в экзосомах – 
тетраспанины, которые играют главную роль в 
формировании экзосом и участвуют в процессах 
морфогенеза, деления и слияния. Недавно тетра-
спанины CD9, CD63 и CD81 были определены 
как новые маркеры, характеризующие гетеро-
генные популяции субтипированных внекле-
точных везикул, присутствие которых, включая 
белки CD82 и TSPAN14, было подтверждено в 
экзосомах верблюжьего молока. Однако некото-
рые образцы экзосом были проанализированы 
на CD63. Ранее было известно об отсутствии 
этого тетраспанина в секретируемых экзосомах 
некоторыми клетками, а также сообщалось о на-
личии CD81- или CD9-несущих экзосом (Kowal 
et al. 2016).
Биоинформатика и анализ функционального 
обогащения
Для более обширного представления о суб-
клеточном происхождении идентифицирован-
ных белков был проведен анализ «ген-ГО» с 
использованием ресурсов биоинформатики 
DAVID 6.8. Выделенные нами экзосомы вер-
блюжьего молока и образцы молока существен-
но обогащены внеклеточными экзосомными 
белками – 31,09% против 35,41% соответствен-
но (Рисунок 2). Цитоплазматические белки – 
19,58% экзосомных против 14,58% молочных 
белков, составляют доминирующую группу 
белков экзосом и верблюжьего молока (13,24% 
против 15,62% молока). Около 13,24% и 12,50% 
являются мембранными белками, идентифи-
цированными в молочных верблюжьих молоч-
ных железах и пробах молока, соответственно. 
Мембранные белки-переносчики представляют 
собой белки Rab, которые принадлежат к подсе-
мейству Ras малых ГТФаз. Функцией этих бел-
ков является центральная регуляция почкования 
везикул, их подвижности и слияния. Они игра-
ют роль в процессах эндоцитоза, трансцитоза и 
экзоцитоза. Кроме того, некоторые мембранные 
белки внутриклеточных органелл, такие как ци-
тозоль, митохондрия и аппарат Гольджи, высоко 
экспрессируемы во внеклеточные везикулы, по-




 Рисунок 2 – Функциональные аннотации верблюжьего молока и молочных внеклеточных везикул, классифицированных по клеточным компонентам с использованием ресурсов биоинформатики DAVID 6.8.
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Затем мы классифицировали белки, экспрес-
сируемые в экзосомах верблюжьего молока, в 
соответствии с их биологическими процессами, 
молекулярными функциями и путями KEGG. 
Белки экзосом, полученные из верблюжьего мо-
лока, в основном связаны: 
– с эндоцитозом (5,57%), 
– инфекцией вируса Эпштейна-Барра 
(4,03%), 
– рибосомами (3,84%), 
– протеасомами (3,45%), 
– транспортом РНК 
– вирусным канцерогенезом (2,50%) среди 
путей KEGG. 
Известно, что экзосомы обладают широким 
разнообразием иммуномодулирующих свойств. 
В-клетки, трансформированные вирусом Эп-
штейна-Барра (EBV), способны стимулировать 
CD4 + T-клетки антигенно-специфическим об-
разом (Keller et al. 2006). 
Наблюдаемые белки внеклеточных везикул 
задействованы в 26 терминах биологического 
процесса (Рисунок 3). Распространенные био-
логические процессы белков экзосом связаны с 
синтезом экзосом и процессами их секреции:
– внутриклеточный транспорт белков 
(5,57%), 
– трансляция (3,45%), 
– клеточная адгезия и транспорт белков 
(3,26%), 
– поступательная инициация. 
Экзосомы все чаще признаются в качестве 
посредников межклеточной коммуникации бла-
годаря их способности сливаться и передавать 
репертуар биоактивного молекулярного со-
держимого (груза) клеткам-реципиентам. Кро-
ме того, белки экзосом в основном участвуют 
в клеточных функциях, таких как связывание 
поли(А)РНК и АТФ (9,60%), связывание белков 
и структурные компоненты рибосом (3,65%). 
Около 3,84% белков связаны с функцией связы-
вания ГТФ, регулирующей процесс мембранно-
везикулярного транспорта. Белки, экспрессиру-
емые в экзосомах, полученных из верблюжьего 




Рисунок 3 – Анализ обогащения белков неклеточных везикул верблюжьего молока, классифицированных  
по биологическим процессам с использованием ресурсов биоинформатики DAVID 6.8.
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За последнее десятилетие экзосомы широко 
используются в качестве биологических нанове-
зикул для разработки новых диагностических и 
терапевтических биомаркеров при различных за-
болеваниях (Kanada et al. 2015). MHC-пептидные 
комплексы экзосом, секретируемые дендритны-
ми клетками, обеспечивают эффективную акти-
вацию Т-лимфоцитов, демонстрируя тем самым 
иммунотерапевтический потенциал в качестве 
промоторов адаптивных иммунных реакций 
(Keller et al. 2006). Недавние исследования по-
казали, что полученные из коровьего молока эк-
зосомы выступают в качестве носителя для хи-
миотерапевтических/химиопрофилактических 
средств против ксенотрансплантатов опухоли 
легких in vivo (Munagala et al. 2016). Тем не ме-
нее, трудно оценить их физиологическую значи-
мость, поскольку их происхождение, механизмы 
биогенеза и секреции остаются до сих пор мало-
изученными, от этого загадочными.
Заключение
Новизна результатов состоит в исследовани-
ях на таких биологических объектах как двугор-
бые верблюды и гибриды. Впервые проведены 
исследования по выделению и характеристке 
внеклеточных везикул молока трех видов вер-
блюдов. Также впервые проведен протеомный 
анализ белков внеклеточных везикул верблю-
жьего молока. Проведена первичная классифи-
кация на определение происхождения экзосом-
ных белков в экзосомах. 
Используя оптимизированный метод вы-
деления, мы получили внеклеточные везикулы 
молока верблюдиц (C. dromedarius, C. bactrianus 
и гибриды) Алматинской, Туркестанской, Кызы-
лординской и Атырауской областей Казахстана. 
Анализ ЖХ-МС/МС позволил идентифициро-
вать 1010 различных белков, представляющие 
собой первый комплексный протеом внекле-
точных везикул верблюжьего молока, который 
значительно шире протеома самого молока. Как 
упомянуто ранее, у других видов внеклеточных 
везикул верблюжьего молока содержатся белки, 
также присутствующие в других компонентах 
молока. Это особенно относится к лактадгерину 
(основной компонент мембран жировых шари-
ков – MFG-E8), Ras-связанным белкам или CD9. 
Наши результаты убедительно свидетельствуют 
о том, что полученные из молока экзосомы име-
ют различное клеточное происхождение.
Действительно, помимо экзосом, проис-
ходящих из эпителиальных клеток молочной 
железы, существуют экзосомы из иммунных 
клеток, полученных из молока. Если учесть, 
что полученные из молока экзосомы также не-
сут микроРНК, эти везикулы должны быть при-
знаны в качестве еще одного важного биологи-
чески активного компонента молока, который 
может участвовать в передаче сигналов от ма-
тери новорожденному, а также является источ-
ником факторов, потенциально ответственных 
за свойства, относящихся к верблюжьему моло-
ку и его легендарным лечебным свойствам для 
потребителей.
Раннее установлены специфические марке-
ры внеклеточных везикул (мембранные и ци-
тозольные белки) и специфические подгруппы 
клеточных белков, нацеленных специфически на 
экзосомы, функция которых до сих пор остается 
неизвестной. Это особенно интересно в связи с 
их возможным участием в заболеваниях чело-
века. Следовательно, знание экзосомной про-
теомики может помочь не только в понимании 
их биологических ролей, но и в предоставлении 
новых биомаркеров.
Большая часть потребителей верят в леген-
дарные лечебные свойства верблюжьего молока. 
При том, что объективных данных об их тера-
певтических свойствах нет люди верят и готовы 
покупать продукцию из верблюжьего молока по 
более высокой цене, чем из коровьего молока. 
Поэтому важно продолжать исследования в об-
ласти верблюжьего молока на фундаменталь-
ном уровне. Рано или поздно фундаментальные 
знания о верблюжьем молоке смогут объяснить 
многие технологические, терапевтические и 
органолептические его свойства (Konuspayeva 
2019). 
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